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(§4) Precede d' Infect Ion de cellules renales par un un vecteur recombinant. 

(57) L'invention conceme I'tilisation d'un vecteur recombi- 
nant contenant dans sa structure au moins un promoteur et 
une sequence d'acides nuclelques codant pour une sub- 
stance d'interet de nature proteique munie d r une sequence 
signal, flanquee en 3' d'une sequence de polyadenylation, 
dans la fabrication d'une composition qui, lorsqu'elle est 
mise en contact avec des cellules renales d'anirnaux, de 
preference des mammtferes, induit I'expression de ladite 
substance d'interet dans ces cellules et sa production dans 
le sang ou I'urine desdits animaux, de preference les mam- 
mlferes. 
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PROCEDE D 1 INFECTION DE CELLULE8 RESALES PAR UN VKC T KUK 

RECOMBINANT 



La presence invention est relative & 
I 9 utilisation de vecteurs recombinants dans la 
fabrication d'une composition permettant I 1 expression 
dans des cellules renales, et plus particulierement 
tubulaires et glomerulaires , d'une proteine susceptible 
d'etre secretee soit dans le flux sanguin, soit dans 
l 1 urine d'un mammifere. 

La possibilite de transferer des genes etrangers 
sous la dependance de promoteurs dans des cellules de 
rein ouvre la possibilite & la fois d'envisager 
1 1 introduction de molecules biologiquement actives soit 
a des fins therapeutiques , ou & des fins 
pharmacologiques, ou encore biotechnologiques, c»est-i- 
dire I'obtention d'une molecule heterologue dans un 
fluide susceptible d'etre extraite dudit liquide. 

Dans les objectifs de transfert de genes in 
vivo, 1 'utilisation de vecteurs viraux tels les 
retrovirus recombinants ou les adenovirus a 6te 
principalement envisagee (reference 1) . ; certains 
vecteurs non viraux dans lesguels l'ADN est soit nu, 
soit complexe de fagon electrostatique avec des 
substances inertes ont ega lenient ete evoques recemment 
(references 2 et 3). 

Les retrovirus recombinants sont les vecteurs 
les plus largement utilises pour 1 1 introduction de genes 
dans une grande variete de cellules animales 
cependant, l« expression du gfene etranger necessite 
1 1 integration de ce dernier dans le genome d la cellul 
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hote, laquelle integration depend de la divisi n de la 
cellule au moment de 1 1 infection virale. 

Or, le rein est un organe dont le turn-over 
cellulaire est connu pour etre lent (>200 jours) chez 
les mammi feres. Ceci explique que les vecteurs 
retroviraux qui ne peuvent infecter que des cellules en 
division, ne sont pas adaptes au trans fert de genes dans 
cet organe. Des resultats non publies obtenus par les 
inventeurs montrent que quelle que soit la procedure 
utilisee - perfusion de l'artere renale ou perfusion 
retrograde de l'uretere au decours ou non d'un 
regeneration tubulaire induite - l'efficacite d 
transduction est quasi nulle (reference 4) . 

Un travail publie recenment par une equipe 
japonaise utilisant des vecteurs non viraux (reference 
5) fait etat de la possibility de transferer dans les 
glomerules renaux de rat, des genes codant pour le TGFp 
et le PDGF. Cependant, 1 "utilisation de ces vecteurs 
derives des liposomes recouverts d'une hemagglutinine 
(HVJ-liposome) ne permet pas le transfert de gene dans 
les cellules tubulaires renales ce qui exclut a priori 
la possibility de faire secreter des proteines 
recombinantes dans 1' urine. L' expression des genes est 
transitoire et ne persiste pas au-dela de 10 jours. II 
est possible d'envisager qu«a partir de cette etude 
d'autres vecteurs non viraux ou mixtes (une partie 
chimique inerte complexee a un virus type adenovirus 
inactive) puissent etre un jour utilises avec succes 
dans le rein (reference 2) . 

Bosh et al. (reference 6) ont recemment montre 
qu'il etait possible d'induire chez les rats adultes une 
replication des cellules tubulaires aigues apres un 
traitement a l'acide folique par 1« injection directe 
dans le parenchyme de rein, a cette etape, de retrovirus 



2717500 



3 

r combinants porteurs d'un gene "rep rter w p- 
galactosidase ; dans ces experiences, m ins de 1% 
d'efficacite de transduction dans la zone d 1 injection a 
pu etre observe. 

Le rein est: compose d'un cortex et d'une 
medullaire. Plus en aval, se trouve la cavite pyelo- 
calicielle precedee des papilles. Le cortex et la 
medullaire sont composes de glomerules (unit 6 de 
filtration du plasma) et de tubules qui sont situes dans 
le prolongement des glomerules. Les tubules permettent 
la maturation de 1 «ultraf iltrat issu du glomerule et 
forment done 1' urine definitive. Entre les tubules, 
existe un interstitium forme de cellules d'origine 
fibroblastique et de capillaires. Ces derniers sont 
formes par des cellules endoth61iales. II existe 
probablement dans 1 1 interstitium des cellules, mal 
d£finies, pr6sentatrices d'antigfenes. Les glomerules 
sont des structures complexes composees de cellules 
endotheliales, epitheliales (podocytes) et mesangiales. 
Ces cellules peuvent paarticiper au d^veloppement de 
pathologies renales severes qui aboutissent souvent h 
une glomerulosclerose definitive necessitant des seances 
d'hemodialyse pluri-hebdomadaires. Les cellules 
epitheliales tubulaires peuvent etre aussi le si&ge de 
dysfonctionnements qui peuvent dvoluer vers une 
insuffisance renale aigue ou chronique. 

La capacite de transferer un g&ne th€rapeutique 
dans l'une ou l 1 autre de ces structures permet 
potentiellement de modifier le cours d 1 ^ processus 
pathologique renal specifique ; elle permet 6galement 
d'envisager la production de molecules d'int6ret qui 
pourraient etre excretee par le processus naturel du 
rein dans l 1 urine. 
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Enfin, elle permet galement par les capacites 
du rein et du fonctionnem nt notamm nt des cellules 
tubulaires le passage de molecules d'inter^t 
therapeutique, par exemple en therapie genique ou en 
immunomodulation, dans le systeme circulatoire par le 
biais de 1 • interstitium et des capillaires jouxtant 
lesdites cellules tubulaires. 

Compte tenu des resultats mediocres et de la 
difficulty de mise en oeuvre du transfert de gene dans 
le rein par des retrovirus recombinants, one approche 
alterne pourrait etre 1 'utilisation d 'adenovirus 
recombinants qui possedent les avantages, notamment de 
pouvoir etre obtenus a tres haut titre, et de pouvoir 
transferer et exprimer le gene recombinant dans des 
cellules quiescentes. Cette approche presente en outre 
la possibility d'atteindre un nombre eleve de types de 
cellules differentes, et enfin, les adenovirus peuvent 
interagir avec differentes membranes basales. 

Les caracteristiques physiques et f onctionnelles 
du rein de mammifere telles que decrites plus haut 
presentent des avantages qui peuvent etre resumes pour 
1' ob jet qui nous interesse ici par les trois 
caracteristiques suivantes : 

- facilite d'acces sans traumatisme aux tubules 
renaux a la fois par la voie proximale (artere renale) 
ou distale (uretere) d'une composition contenant une 
substance d'intyret et notamment un vecteur recombinant, 

- la capacity des cellules tubulaires a la fois 
de secreter des substances dans 1' urine ou dans le 
systeme circulatoire par la voie des capillaires, 

- la facility de recuperation de 1 'urine 
d- animal et de separation d'une protyine ou peptide qui 
pourrait etre sycrytee dans ladite urine. 
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La possibility de transferer in vivo un g&ne 
dans le r in ouvre trois nouvelles persp ctiv s 
originales: 

1. le transfert de genes therapeutiques dans 
une des structures renales peut etre destine au 
traitement d'un dysfonctionnement de cet organe. Par 
exemple, 1» expression d'antisens bloquant l 1 activity de 
certaines cytokines comae le TGFp ou le PDGF devrait 
avoir une incidence favorable sur Involution des 
glomeruloscleroses • En effet, on sait depuis peu 
(references 5 et 9) que leurs surexpressions precipitent 
le dec 1 in de la fonction glomerulaire. 

2. le transfert de genes therapeutiques dans 
les cellules tubulaires renales peut pennettre 
d'obtenir, par le biais d'un ciblage vers le pole 
basolat6ral, une secretion dans la circulation du 
produit du gene. Par exemple, si le cDNA du facteur VIII 
est transfere dans de telles cellules, il devrait s'en 
suivre une secretion de facteur VIII disponible pour 
I 1 ensemble de 1 1 organisme . Ici, le rein devient la 
source ectopique d'une proteine nonnalement synthetis^e 
et secretee par le foie. Le fait que les mammiferes 
soient pourvus de deux reins amene une certaine 
flexibility a cette voie de transfert. D'autres 
proteines peuvent etre concemees telles que la p- 
glucuronidase, ou une autre enzyme lysosomale comme 
1 'alpha-iduronidase ou 1 'arylsulfatase B, un autre 
facteur de coagulation - le facteur IX 

1 •erythropoietine, des cytokines telles que 1 , I12 et 
1'ILl ou toute partie active de l'une de ces proteines ; 
* titre d 1 exemple, on pourra citer ggalement les 
activateurs du plasminogene (streptokinase, urokinase) , 
les inhibiteurs des activateurs du plasminog&ne. 
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3. A 1' inverse apres transfert dans des 
structur s renales, la proteine exog'ne p ut ne pas etre 
exportee dans la circulation mais au contraire 
transportee au pole apical dans l'espace urinaire et 
excretee dans 1« urine sous forme active non denaturee. 
Cette possibility permet d'envisager qu'un animal de 
laboratoire coamie le lapin soit destine a la production 
de proteines recombinantes des lors que ses urines sont 
collectees dans une cage metabolique. L'apport hydrigue 
permet de regler les concentrations de proteines 
recombinantes dans 1' urine finale puisgue l f on peut 
faire varier a volonte l'osmolarite urinaire entre 50 et 
1300 mOsm/L. 

II faut noter que 1 'urine d'un mammifere indemne 
d' affection renale, est particulierement pauvre en 
proteine endogene (0.3 a 0.6 mg/24hr par kg de poids 
corporel). Une electrophorese des urines montre 
habituellement 30% d'albumine et 70% de globulines de 
faible poids moleculaire. Le pH normal oscille entre 4.6 
et 7.8, et est compatible avec la plupart des proteines 
recombinantes que l'on souhaiterait obtenir sans 
denaturation . 

Ainsi la presence dans l» urine, d'une proteine 
recombinante produite en grande quantite par le tubule 
renal, grace a un promoteur fort, pose relativement peu 
de probleme technique pour son extraction et 
purification. Ce procede d'obtention apparait done plus 
simple, plus efficace et plus rapide que 1 'extraction de 
proteines recombinantes a partir des secretions lactees 
chez des animaux transgeniques ou le cDNA exogene est 
mis sous le controle d'un promoteur active pendant la 
lactation. A titre d'exemple, peuvent etre secretees 
dans 1' urine, des proteines telles que la 
glucuronidase, ou une autre enzym lysosomal tell qu 
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1' alpha iduronidase ou l'arylsulfatase B, un facteur d 
coagulation t 1 que le facteur VIII u le facteur IX , 
l'erythropoietine, des cytokines telles que 1*IL2 et 
1'ILl ou toute partie active de l v une de ces proteines ; 
on peut citer ega lenient les activateurs du plasminog&ne 
(streptokinase, urokinase) et inhibiteurs du 
plasminogene (PAI) . 

La present e invention consiste prdcisement & 
utiliser un vecteur recombinant contenant dans sa 
structure au mo ins un promo teur et une sequence d'acides 
nucleiques codant pour une substance d'interet de nature 
proteique munie d'une sequence signal, flanqu6e en 3 1 
d'une sequence de polyad6nylation, dans la fabrication 
d'une composition qui, lorsqu'elle est mise en contact 
avec des cellules r en a les de mammi feres induit 
l 1 expression de ladite substance d'interet dans ces 
cellules et sa production dans le sang ou I 1 urine de 
mammi f eres. 

Par vecteur recombinant, on entend ici tout 
vecteur de transfert de genes non viral, viral ou 
retroviral autorisant 1 1 introduction d'une sequence 
d'acides nucleiques et son expression dans les cellules 
renales. 

Cette utilisation est particulierement 
appropriee quand le vecteur est un vecteur viral et 
notamment un adenovirus et le promoteur un promoteur 
viral ; plus particulierement encore, le titre du 
vecteur adenoviral est superieur & 10 9 pfu/ml. 

La composition contenant h titre de substance 
essentielle un vecteur recombinant tel que defini ci- 
dessus fait egalement partie de 1' invention. 

L' utilisation du vecteur recombinant de 
1 • invention est en outre caracterisee en ce que la 
composition qui le contient est mis en contact avec les 
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cellules tubulaires renales proximales par perfusion par 
voie d l'artere renale ; 1 • administration par cette 
voie s'effectue comme decrit plus en detail ci-dessous 
dans les exemples. 

Cette operation peut etre realisee chez tout 
mammifere possedant une ou plusieurs arteres renales 
permettant une perfusion homogene du parenchyme renal. 
Le volume total de perfusion varie entre 1% et 10% du 
volume plasmatique de 1' animal. Le debit de perfusion 
est inferieur de moitie voire plus, au debit 
physiologique. Le temps de clampage de l'artere renale 
ne doit pas depasser 15 min au risque d'induire des 
lesions renales ischemiques graves. Si le trans fert de 
gene concerne les deux reins simultanement, le clampage 
arteriel sera aortique et realise juste en amont de 
l'artere renale droite et immediatement en aval de 
l'artere renale gauche, quel que soit 1' animal, 
1' injection se faisant par l'aorte entre les deux 
clamps. 

L' utilisation en outre de la composition de 
1' invention contenant le vecteur recombinant peut etre 
faite par mise en contact de ladite composition avec les 
cellules tubulaires distales par perfusion par la voie 
de l'uretere et de la cavite pyelo-calicielle ; le mode 
d • administration est egalement decrit plus bas dans les 
exemples. 

Cette utilisation concerne tout mammifere 
possedant un uretere communiquant avec le rein par 
1 ' intermediate de la cavite pyelo-calicielle. Le volume 
total de perfusion represente 10% a 100% de la cavite 
pyelo-calicielle. La pression de perfusion exercee est 
variable selon le volume du perfusat utilise. Le temps 
d' incubation se situe entre 5 et 30 min. On fera 
particulierement attention a ne pas devasculariser 
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l'uretre p ndant les manoeuvres d catheterisati n. Le 
recueil d s urines est r'alise par 1 1 intenn diaire d'une 
cage metabolique et une premiere etape de purification 
de la proteine ou du peptide d'interdt pourrait etre une 
precipitation a l'ethanol ou par le sulfate d • ammonium 
sature. Ces precipitations seront adaptees en fonction 
des propriety biochimiques et biophysiques de la 
proteine recombinante excretee dans les urines. Au 
besoin, une alcalinisation des urines de 1 'animal sera 
realisee par un apport hydrique enrichi en bicarbonate. 

Tout mode d 1 extraction-purification de peptides, 
proteines simples ou complexes connu de l'homme du 
metier, telles que precipitation, filtration, 
electrophoreses chromatographic, peut etre 

avantageusement mis en oeuvre selon la nature 
biochimique de la molecule et le degre de purete 
recherche . 

L 1 utilisation selon 1 • invention s • applique 
egalement lorsque la composition contenant le vecteur 
recombinant est un medicament destine & la therapie 
genique ou & 1 ■ immunomodulation, notamment par 
modification de la concentration intravasculaire de la 
substance d'interet produite par les cellules tubulaires 
renales et excretees dans le systeme circulatoire. 

L 1 invention est egalement un procede de 
production d'une proteine dans !• urine d'animaux, de 
preference de mammiferes, soit transgeniques , c'est-A- 
dire prealablement porteurs d'un gene et ranger, soit 
normaux, et de mammiferes caracterise par la mise en 
oeuvre des etapes suivantes : 

a) la fabrication d'une composition contenant un vecteur 
recombinant contenant dans sa structure une sequence 
d'acides nucieiques codant pour ladite proteine et sa 
sequence signal, flanquee en 3' d'une s6qu nee d 
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polyad nylation et sous la dependance d'un pr moteur 
approprie a 1' expression d ladite sequence dans les 
cellules tubulaires renales de mammiferes ; 

b) 1« injection de ladite composition dans le tube renal 
par perfusion soit par voie de l'artere renale, soit par 
voie de l'uretere et de la cavite pyelo-calicielle ; 

c) le recueil des urines notamment par 1 • intermediair 
d'une cage metabolique ; 

d) le cas echeant, la purification de ladite molecule. 

La proteine peut etre homologue ou heterologue a 

l'hote. 

Les vecteurs recombinants de 1' invention 
intervenant dans le procede et utilises dans la 
fabrication d'une composition pour induire 1" expression 
de ladite substance d'interet sont preferentiellement un 
vecteur viral capable de s'exprimer dans des cellules 
quiescentes, ledit vecteur pouvant etre notamment un 
adenovirus ou un virus associe a 1» adenovirus (AAV), et 
le promoteur utilise est un promoteur eucaryote 
(notamment le promoteur du gene de la phosphoglycerate 
kinase-PGK-murin) ou viral, notamment issu du SV40, du 
CMV, du HSV, de 1 -adenovirus, de l'AAV, du virus de la 
vaccine, du poliovirus ou un LTR de retrovirus, 
notamment du RSV ou du HIV, de Moloney. 

Le procede de production d'une proteine dans 
1 'urine de mammifere peut etre mis en oeuvre par la mise 
en contact de la composition contenant le vecteur 
recombinant, avec les cellules tubulaires renales par 
perfusion de preference par voie de l'uretere, le volume 
total de perfusion representant 10 a 100% de la cavite 
pyelo-calicielle. 

L- invention est relative egalement a un 
medicament contenant un vecteur recombinant contenant 
dans sa sequence une sequence d'acides nucleiques codant 
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pour un substance d'interet th6rapeutique muni d'une 
sequence signal et d'une sequ nee de polyadenylation 
pour modifier la concentration intravasculaire de ladite 
substance d»int6ret, caracteris6 en ce que ledit 
medicament est administre par perfusion dans les 
cellules renales soit par voie de l»artfere renale, soit 
par l'uretere. 

Le medicament selon !• invention est caracteris6 
en ce que la substance d»int6rdt est notamment une 
prot6ine def icitaire dans la circulation sanguine ou line 
cytokine pour immunomodulation. Par exemple, si le cONA 
du facteur VIII est transfer6 dans de telles cellules, 
il devrait s'ensuivre une secretion de facteur VIII 
disponible pour l 1 ensemble de l'organisme. 

Un t e 1 med i cament cont enant un vecteur 
recombinant porteur d'une sequence d'acides nucleiques 
est susceptible d'etre utilise pour induire la synthese 
de toute substance d»int6ret therapeutique par ces 
cellules tubulaires renales ; k titre d 1 exemple, on peut 
citer des substances dont la f onction est de compenser 
un deficit, ou encore de modifier un equilibre, 
notamment immunologique, par exemple avec des cytokines. 

Un medicament ou une composition selon 
1» invention peut eg alement etre utilise dans un proc£d€ 
pour induire la synthese et 1* excretion dans le syst&me 
circulatoire d«un antigene ; un tel ant i gene est alors 
susceptible d 1 induire, quand il est h£t£rologue * 
l'hote, la stimulation du systeme immunitaire et la 
production : 

- soit d'anticorps polyclonaux dans le serum, 

- soit d'anticorps s£cr£t£s par des hybridomes 
obtenus par fusion de cellules de rate du mammiffere 
trait6 avec un myelome. 
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L' invention est aussi relative a un pr cede 
d' induction d'anticorps nonoclonaux ou polyclonaux 
caracterise par : 

- 1 1 introduction dans des cellules renal es d'un 
mammifere d'un vecteur recombinant porteur d'une 
sequence d'acides nucleiques codant pour un immunogene, 

- la secretion dudit immunogene dans le systeme 
circulatoire . 

Le medicament ou la composition selon 
1' invention dont on souhaite qu'il induise une 
production de molecules heterologies dans la circulation 
sanguine est administre de preference par perfusion de 
l'artere renale dans les conditions experimentales 
evoquees plus haut et decrites en detail dans l'exemple 
II, le volume de perfusion variant entre l et 10% du 
volume plasmatigue de 1' animal ou de l'homme. 

Font egalement partie de 1» invention : 

- les proteines ou les polypeptides produits 
dans le sang ou dans 1' urine par les cellules renales 
d'un animal prealablement infectees par la composition 
de l» invention contenant le vecteur recombinant ; 

- les anticorps eventuellement induits dans la 
circulation sanguine ou dans la rate grace a la synthese 
d'une proteine heterologue par les cellules renales et 
sa secretion dans la circulation sanguine ; 

- ces compositions therapeutigues contenant a 
titre de principe actif les anticorps obtenus par le 
procede de 1 • invention ; 

- 1' utilisation de ces anticorps dans un test de 
diagnostic ; 

- un kit de diagnostic contenant les anticorps 
obtenus par le procede de l» invention. 

L' invention est egalement relative a une 
composition contenant un vecteur recombinant contenant 
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dans sa seguenc une sequenc d'acides nucleiques c dant 
pour tin substance d"interet therap utique muni d'une 
sequence signal et d'une sequence de polyadenylation 
pour utilisation dans un procede de production d'une 
proteine heterologue dans 1' urine d'un animal ; cette 
composition est caracterisee en ce que le vecteur est un 
vecteur viral capable de s'exprimer dans des cellules 
quiescentes, ledit vecteur pouvant etre notamment un 
adenovirus, et en ce que le promoteur est un promoteur 
viral, notamment voisin du SV40, du CMV, du HSV, de 
l 1 adenovirus, de l'AAV, du virus de la vaccine, du 
poliovirus ou un LTR de retrovirus, notamment du RSV ou 
du HIV ou de Moloney (MoLV) . 

La composition peut etre administree a I'homme 
ou a 1' animal par infusion dans les cellules renales par 
voie de l'artere renale ou de preference par voie de 
l'uretere, le volume total de perfusion representant 10 
a 100% de la cavite pyelo-calicielle. 

Les mammiferes non humains dont les cellules 
tubulaires renales contiennent un vecteur recombinant 
contenant dans sa sequence une sequence d'acides 
nucleiques codant pour une substance d'interet 
therapeutique munie d f une sequence signal et d'une 
sequence de polyadenylation, et notamment ceux dont 
ladite substance peut etre purifiee a partir de !• urine 
dudit mammifere font 6galement partie de !• invention. 

L 1 urine de mammiffere contenant une proteine 
recombinante obtenue : 

a) par la mise en contact des cellules tubulaires 
renales avec une composition contenant un vecteur 
recombinant contenant dans sa structure une sequence 
d'acides nucleiques codant pour ladite proteine et sa 
sequence signal, flanquee en 3' d'une sequence de 
polyadenylation et s us la dependance d'un promoteur 
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approprie a 1' expression de ladite sequence dans les 
cellul s tubulaires renal s de mammi feres ; 

b) ladite mise en contact etant realisee par perfusion 
par voie de l'uretere ; 

c) le recueil de 1 'urine notamment par 1 • intermediair 
d«une cage metabolique fait partie de 1» invention. 

Enfin, les cellules tubulaires renales de 
mammiferes caracterisees en ce qu'elles contiennent un 
vecteur recombinant contenant dans sa structure une 
sequence d'acides nucleiques codant pour ladite proteine 
et sa sequence signal, flanquee en 3' d'une sequence de 
polyadenylation et sous la dependance d'un promoteur 
approprie a 1' expression de ladite sequence dans 
lesdites cellules susceptibles de produire un peptide ou 
une proteine homologue ou heterologue a l'hote font 
partie de 1' invention. 

Les adenovirus recombinants qui ont ete 
preferentiellement utilises sont derives de 1' adenovirus 
de serotype 5 (Ad5) . 

Ce virus recombinant permet le transfert dans 
differents compartiments du rein et l'efficacite de 
transduction dans les cellules quiescentes varie de 20 a 
60% des cellules renales, qu'elles soient d'origine 
tubulaire ou glomerulaire. 

La duree d' expression est transitoire 
(approximativement l mois) avec ce type d* adenovirus 
recombinant . 

Les adenovirus recombinants utilises ont ete 
decrits dans L. Stratf ord-Perricaudet et al. (reference 
7) ou par W. McGrory et al. (reference 8) ; le plasmide 
de base est un derive de pML2 (Perricaudet) ou pXCX2 
(Graham) qui contient plusieurs sequences de 
1" adenovirus type 5 (Ad5) permettant la construction 
d'un genome adenoviral recombinant transportant un gene 
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exogene control ' par un vari£t * d pr moteurs 
potent iels - Major Late Prom ter (MPL) , Long Terminal 
Repeat (LTR) de RSV, Phospho Glyc6rate Kinase (PGK) , 
etc...-. Flanques d"un site EcoRI et d'un poly linker on 
trouve success ivement : 455 pb de 1* extremity 5 1 de 
l f Ad5 fournissant les Inverted Terminal Repeat (ITR) et 
la sequence d'encapsidation avec les "augmenteurs" 
(enhancers) E1A; le promoteur suivi ou non des sequences 
leader tripartites; un site ou non poly linker; le g6ne 
exogfene (marqueur ou th£rapeutique) que I'on souhaite 
transferer; une sequence de l'Ad5 (mu 9.4-17 ou 3328pb 
- 5788pb) grace a laquelle le plasmide peut re combiner 
avec le genome de l^AdS pour fournir le virus 
recombinant. Le cDNA etranger insert contiendra un 
signal de polyadenylation. La region E3 (27742pb - 
29933pb) peut eventuel lenient etre d616tee pour augmenter 
l'espace disponible a l 1 insert ion du transg&ne. Son rdle 
est mal connu mais elle semble impliqu£e dans la r£ponse 
immunitaire de 1'hote centre le virus. La propagation 
virale s f effectue dans des cellules L293 (reference 7) 
qui ont la particularity de complementer en trans la 
fonction £1. La cotrans feet ion de ce plasmide avec un 
plasmide adenoviral delete, decrits ci-dessus, dans des 
L293 peut etre suivie d'evenements de recombinaison 
homologue et permettre la generation d 1 adenovirus 
recombinants d6fectifs pour la replication. 

Un adenovirus recombinant vehiculant le cDNA de 
la p-glucuronidase humaine sous le contrdle du promoteur 
PGK a ete obtenu. Precisement, il s»agit du promoteur 
murin codant pour la phosphoglycerate kinase (position - 
524 & -20, avant le codon de d€but de traduction, 
d'apres Adra et al., Gene 60, 65-74, 1987. 

Une autre application ou utilisation des 
c mpositions de !■ invention cone me les applications in 
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vi£ro. c s compositions c ntenant un vect ur 
rec mbinant, de prefer nee viral, c ntenant dans sa 
structure au moins un promoteur et une sequence d'acides 
nucleiques codant pour une substance d'interet de nature 
proteique munie d»une sequence signal et flanquee en 3* 
d'une sequence de polyadeny lation , peut Stre utilisee 
pour infecter ef f icacement, jusqu'a 100% : 

a) des cellules tubulaires renales proximales ou 
distales issues de reins d' animal, par exemple de 
lapins, a partir de tubules isoles, micro-disseques ; 

b) des cellules renales, mesangiales ou epitheliales, 
glomerulaires, en culture mono-couche issues d'une 
variete d'espece (souris, rats, lapins, homnes, etc.). 

En (a) , les tubules sont micro perfuses avec une 
solution d' adenovirus recombinant pendant 10 a 20 min a 
un titre viral variant de 10 8 a 10 11 pfu/ml. L'activite 
du transgene est etudiee apres une periode variable (24 
a 48hrs) . 

En (b) , 1 • infection est ef f ectuee sur des 
cellules confluantes ou maintenues en division lente. 
L' infection consiste a aj outer au milieu de culture 
habituel, 1« adenovirus recombinant a une concentration 
variant de lO 8 a 10^ pfu/ml. Le milieu est change apres 
quelques heures et l'activite du transgene detectee dans 
les 24 a 48hrs. 

De plus, la procedure en (b) autorise, une fois 
1' infection realisee in yj£ro, de reinjecter les 
cellules renales genetiquement modifiees dans l'artere 
renale pour leur reimplantation et survie a long terme. 
Les cellules mesangiales murines peuvent en effet etre 
reimplantees specif iquement dans le mesangium du 
glomerule et survivre en exprimant le transgene pendant 
plusieurs semaines. Cette procedure permet de developper 
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des protocoles de therapi geniqu ex vivo sur des 
mod ~ 1 es animaux . 

Ces modeles jji vitro peuvent egalement etre 
utilises en pharmacologic. 

Les exemples ci-dessous, sans aucun caract&re 
limitatif, aontrent le caractere bien fonde de cette 
approche experimental a la fois et principalement en 
th£rapie gen i que et pour l'obtention de substances 
d"int6ret dans ce liquide biologique qu'est l 1 urine. 

La figure l represent e en coloration 
histochimigue des reins de rat prealablement infect£s 
par 1 ■ adenovirus recombinant porteur du gene LacZ . Les 
photographies montrent la distribution des cellules 
tubulaires de papilles du rat n* 9 du tableau modifi6es 
genetiquement . La figure la represente un grossissement 
de 25 fois et la figure lb un grossissement de 250 fois. 

La transfert de gene est suivi sur des sections 
de cryostat comae d6crit dans la reference 13. Les reins 
gauche et droit ont et«§ fixes in situ en perfusant de la 
paraformaldehyde a 4% dans une solution de PBS. Les 
reins sont ensuite coupes dans des blocs d'epaisseur 5 
mm ; les blocs sont ensuite incubes pendant la nuit h 
30 *C avec du 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D- 

galactopyrannoside (X-gal; Sigma) a pH 8.5, ou immerg6s 
pendant la nuit avec 3 0% de sucrose & 4 # C, congel£s dans 
1 ' isopentane et utilises pour preparer des sections de 
cryostat de 10 /im d'epaisseur. Les sections de tissu 
sont ensuite incubees avec le substrat X-gal et ensuite 
contre-col orees avec 1 • h6mat oxy 1 ine . 

Cette figure montre clairement l»efficacit6 de 
la transfection et de l 1 expression du gene stranger dans 
les cellules de rein. 
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- Strategie experimentale utilisee : 

Un adenovirus recombinant qui transduit sous le 
controle d'un promoteur du virus du sarcome de Rous 
(RSV) , le gene LacZ (NlsLacZ) codant pour la p- 
galactosidase d' Escherichia soJLi a ete utilise comme 
vecteur et appele Ad-pgal. 

Le gene LacZ a ete fusionne avec une sequence d 
21 acides amines issus de la sequence codant pour 
l'antigene grand T de SV40 qui induit une localisation 
exclusivement nucleaire de la proteine (reference 9) . 

Pour valider si cette construction est capable 
de diriger 1« expression de la p-galactosidase dans le 
rein, la preparation virale a ete select ivement perfuse 
dans l'artere renale gauche ou dans l'uretere de rats 
Wistar ages de 8 a 10 semaines (If fa credo, l'Arbresle, 
France) . 

Les animaux ont ete sacrifies a differents 
intervalles de temps entre 7 et 30 jours apres la 
perfusion arterielle ou 1« infusion ureterale et les 
cellules genetiquement modifiees ont ete testees en 
histochimie quant a la presence de p-galactosidase dans 
le noyau. 

Les reins droits qui ont ete exclus de la 
perfusion par Ad-pgal ont ete utilises comme des 
contrdles internes . 

En outre, le foie, le poumon et la vessie ont 
ete testes quant a une contamination "possible" du 
vecteur recombinant a des p-gal hors du rein perfuse. 

Les echantillons d« urine obtenus a partir d'un 
rein experimental ont ete collectes avant 1« infusion 
arterielle ou a differents intervalles de temps apres 
1' infusion ureterale de la composition afin d'evaluer la 
presence d' adenovirus recombinants. 
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Dans tout ce qui suit, on parlera indifferemm nt 
d 1 infusion ureterale, par voi d l'uretfere, ou 
retrograde, pour toute administration de la composition 
contenant le vecteur recombinant par catheter dans la 
voie de l^retere. 



- EXEMPLE I : Preparation de 1» adenovirus recombinant: 

Un adenovirus defect if pour sa replication 
derive du serotype Ad5 a ete utilise ; la structure de 
1' adenovirus Ad-pgal a ete decrite dans L. Stratford- 
Perricaudet (reference 7) . 

Dans ce virus, les sequences El de 1,3 a 9,4 mu 
ont ete deietees et remplacees avec un minigene 
contenant le promoteur LTR du RSV ; le gene LacZ 
comprenant une sequence de localisation nucieaire et la 
region du SV40 codant pour le signal de polyadenylation; 
en outre, les sequences E3 s § etendant de 78.5 a 84.7 mu 

ont ete deietees. 

Des stocks de virus recombinants ont ete 
prepares de la fagon suivante : 

Des cultures de cellules L293 (plaques NUNC 
4x600 cm 2 , Roskilde, Danemark) sont cultivees en milieu 
DMEM contenant 10% de serum foetal de veau, 100 
unites/ml de penicilline, et 100 Mg/ml de streptomycine, 
ont ete infectees a 80% de confluence a une multiplicite 
d' infections (MOI) de 5 pfu par cellule. 

Trente heures aprfes I 1 infection, les cellules 
sont collectees et resuspendues dans 10 ml de milieu de 
culture, puis soumises a 4 cycles de 
congeiation/d6congelation suivis par une separation de 
debris cellulaires par une centrifugation k 4500 rpm 
pendant 5 minutes. 
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Les surnageants viraux sont ensuit deposes sur 
un gradient de chlorure d cesium et centrifuges pendant 
1 heure a 35000 rpm. 

Les particules virales intactes sont ensuite 
soumises a une seconde centrifugation en chlorure d 
cesium pendant 18 h a 35000 tours/am. 

Les particules virales sont ensuite collectees, 
puis dialysees centre du tampon PBS contenant 10% d 
glycerol . 

Les stocks de virus sont ensuite titres par 
infection des cellules L293 avec des dilutions en seri 
de la preparation virale pendant 1 h a 37 *C. 

Vingt-quatre heures plus tard, les cellules sont 
fixees en PBS contenant 1% de formaldehyde et 0,5% de 
glutaraldehyde et colorees avec X-gal pendant 18 h a 
30'C. 

Le nombre de clones bleus est evalue pour 
determiner le titre viral. 

Les stocks de virus ont ete congeles a -80 *C 
dans 10% de glycerol jusgu'a utilisation. 

Immediatement avant leur utilisation, les stocks 
de virus sont dilues dans du PBS a la concentration de 1 
a 5.10 10 pfu/ml. 

Aucun des virus du stock utilise dans ces 
experiences ne contient de virus competent pour la 
replication, comme cela a pu etre evalue sur des 
cellules HeLa apres une culture extensive par la methode 
decrite dans (10) . 

- EXEMPLE II : Perfusion de l'artere renale : 

Le flux sanguin du rein gauche de 7 rats adultes 
a ete interrompu pour moins de 10 minutes par clampage 
de l'aorte sous l'artere mesenterique superieure et au- 
dessus de l'artere mesenterique inferieure. 
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Ce dispositif exclut select ivement 1 rein 
gauche sans affecter le flot sanguin dans le rein droit 
correspondant . 

Selon son implantation, l'artfere adrenale gauche 
a £t6 eventuellement ligaturee pendant cette operation. 

En utilisant line aiguille de calibre 30, 1.10 10 
pfu/ml du vecteur recombinant Ad-pgal, suspendus dans du 
PBS dans un volume final de 2 ml ont et6 directement 
injectes dans l f aorte au voisinage de l'artfere r6nale 
gauche avec un flux de 1 a 2 ml par minute. 

Apres 1 1 administration du vecteur recombinant 
Ad-pgal, le flot sanguin renal a 6te reetabli et le rein 
a 6te verifie quant a sa reperfusion homogfene. 

Apres cette operation, aucun changement 
macroscopique n'a ete trouve au moment du sacrifice des 
animaux 7, 15 et 30 jours). 

Les reins apparaissent perfuses de fa<?on 
homogene et aucune difference n'est visible entre le 
rein perfuse et le rein controle. 

L'activite p-galactosidase peut etre detect£e 
dans les reins jusqu'a 15 jours aprfes la perfusion et 
exclus ivement au niveau du cortex au niveau des tubes 
renaux. 

Le tableau l ci-dessous montre une estimation 
des cellules positives, c'est-a-dire exprimant le g6ne p 
gal dans la region du cortex. Seules quelgues cellules 
isol€es ont ete mises en evidence 30 jours apr&s 
perfusion. 
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Tableau 1 

Expression de p-galactosidas nucleaire 
dans le rein gauche transduit 



Perfusion 

renale 
arterielle 


Jour du 


Expression de la p- 


galactosidase nucleaire * 


sacrifice 


Cortex 


Medulaire/ 
Papillaire 


Rat N'l 


7 


++ 


0 


N*2 


7 






N'3 


15 


+++ 


0 


N*4 


15 


++ 


0 


N'5 


15 


++ 


0 


N*6 


30 


+ 


0 


N'7 


30 


0 


0 


Infusion retrograde par 
1 ' uretere 










Rat N*8 


7 


0 


+ 


N'9 


7 


0 


44+ 


N*10 


7 


0 


++ 
++ 


N'll 


10 


+ 


N*12 


15 


0 


+ 


N*13 


15 


0 


0 


N*14 


15 


0 


0 



Les symbol es sont : 

0 = aucun; + = bas; ++ - intermediate; +++ = eleve. 

* Niveau approximatif des cellules tubulaires 



Les cellules positives pour la pgal apparaissent 
exclusivement localisees dans le cortex et aucun 
transfert de gene n'a eu lieu dans les structures 
glomerulaires, corticales et medullaires, ni dans les 
compartiments vasculaires ou intersticiels. 

Le rein controle ne contient jamais de p- 
galactosidase . 

Dans la mesure ou le vecteur Ad-pgal peut 
infecter un nombre de types cellulaires differents et le 
systeme utilise ici n'empeche pas l« infection des autres 
tissus, nous avons evalue que d' autres organes plus 
distants auraient pu etre transduits egalement par ces 
vecteurs recombinants. 
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Le foie et les poumons d s animaux 3 et 4 nt 
ete examines et aucune detection de coloration bleu 
correspondante n"a pu etre detectee, suggerant que le 
premier passage a travers le rein via I'artere r6nale 
r6sulte essentiellement par l 1 infection des cellules 
tubulaires proximal es par ledit virus recombinant. 

- EXEMPLE III : Infusion retrograde : 

Un tube PE10 a et6 insert dans !• ureter e gauche 
de 7 rats adultes et glisse dans la cavit6 pyelo- 
calicielle dans laquelle 300 pi d'une solution d'Ad-pgal 
recombinante a 5.10 10 pfu/ml ont ete inject 6s et incubus 
pendant 5 minutes. La pression pendant la procedure 
d* injection est telle qu'il n 9 y a aucune deformation de 
la cavit6 pyelo-calicielle ; le catheter est ensuite 
enleve et le flot urinaire reetabli. 

Le rein droit correspondant a 6t6 selectivement 
injecte avec la solution tampon depourvue de virus 
recombinant et utilise ensuite comme un control e interne 
relativement a la coloration Xgal. 

Dans la mesure ou la catheterisation retrograde 
de l'uretere est un procede clinique tout a fait 
classique, le succes d"un transfert de gene etranger in 
situ dans le rein par cette methode simple et hautement 
specif ique est particulierement int6ressant. 

Les 7 rats qui ont et6 traites de cette fa<?on et 
ensuite examines a differents intervalles de temps apr&s 
1' injection (7, 10 et 15 jours), aucun de ces 7 rats ne 
presente d' aspect macroscopique ou histologique modifie 
soit sur le plan hemodynamique, soit pr6sentant des 
manifestations toxiques, li£es & 1 •utilisation de ce 
type de procede. 
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lies structures renales restent inchangees meme 
immediatement apres 1' injection retrograde et aucune 
difference n'a pu etre observee avec le rein controle. 

L'activite p-galactosidase au niveau du noyau, 
peut etre aisement detectee sur les reins 7 jours apres 
1« injection du vecteur Ad-pgal. Le tableau l ci-dessus 
montre une estimation des cellules positives dans les 
regions papillaires/medulaires mesuree sur des sections 
des reins ; une fraction importante des cellules 
transduites a ete trouvee dans le rat n9 sacrifie 7 
jours apres l« inject ion ; les rats 10 et 11 nontrent un 
niveau intermedia ire de cellules modif iees 
genet iquement; enfin, settlement guelgues cellules ont 
ete trouvees etre transduites dans les rats 8 et 12 
sacrifies a 7 et 15 jours respect ivement. 

En depit de cette heterogeneite dans 
l'efficacite du transfert de gene in vivo dans ce 
groupe, 1' analyse individuelle revele gue les cellules 
exprimant la p-galactosidase apparaissent 

essentiellement limitees aux cellules medulaires et 
papillaires impliguant les cellules tubulaires a 
1' exclusion d'un transfert de gene dans les structures 
glomerulaires, ainsi gue dans les compart iments 
interstitiels. 

Apres le transfert de gene, 1' urine a ete 
evaluee pour la presence du vecteur Ad-pgal en utilisant 
le systeme des cellules L293 decrit plus haut. 

Dans le rat li, gui indigue un bon transfert 
medulaire et papillaire, avec aucune cellules positive 
en p-galactosidase sur des sections de vessie, la 
concentration de virus dans i» urine diminue de facon 
tres importante pendant les 2 premiers jours suivant 
1' injection retrograde (3750 pfu/ml/h par mg de 
creatinine ure le premier jour contre 240 pfu/ml/h par 
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mg-1 de creatinine uree au jour 2) t stabilises ensuite 
a un niveau a peine d'tectable (inferi ur a 10 pfu/ml). 

- CONCLUSION : 

Ces experiences montrent que le vecteur 
recombinant adenovirus peut, de faqron efficace, 
transduire des cellules de rein par perfusion de 
l'artfere renale ou injection retrograde via I'uretfere 
sans aucun dommage du tissu, et avec une efficacite de 
transduction ixnportante (> 20-30%) . 

D'autres strategies experimentales sont 
envisageables en utilisant des titres viraux plus 
eleves, des volumes de solution de la composition 
contenant 1 1 adenovirus plus grands oil des temps de 
contact plus eleves pourront tres certainement augmenter 
de f agon significative 1 1 efficacite du transf ert de 
gene. 

Par exemple, 1 'utilisation de titres viraux plus 
eleves (jusqu 1 * 10 12 pfu/ml) peut etre tout a fait 
interessante compte tenu de l v absence d'effet secondaire 
pour les raisons suivantes : 

a) des etudes recentes ont montre que l 1 efficacite du 
transf ert de gene in vitro comme in vivo dans le foie, 
le poumon ou les cellules musculaires f est directement 
reliee au titre du vecteur viral recombinant dans une 
fourchette de 10 7 a 10 12 pfu/ml; 

b) la membrane basale tubulaire peut agir d'une part 
comme une barriere ana torn ique necessitant de hautes 
concentrations de vecteur adenoviral et, d 1 autre part, 
comme une protection relative contre des effets 
cytopathiques induits par 1" adenovirus tels que d6crits 
dans le foie pour des titres au-deli de 7,10 10 pfu/ml 
(reference 11). ou 1.10 9 pfu/ml dans le cerveau 
(reference 12) 
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Les avantages de ce systeme sont tres importants 
a plusieurs titres : 

1) seulement un des deux reins peut etre modifie 
genetiquement et de facon selective ; 

2) selon le mode d ' administration - perfusion par 
l'artere renal e ou injection retrograde par l'uretere — 
il est possible de choisir le compartiment preferential 
dans leguel la molecule heterologue sera secretee : la 
circulation sanguine ou 1' urine respectivement ; 

3) ce mode d ' administration confere a 1' animal ou a 
l'homme un minimum d • inconvenient : la perfusion par la 
voie de l'artere renale est une operation tout a fait 
classigue et sans risque realise par les urologues ; 
quant a 1' injection par la voie retrograde, elle est 
begnine ; 

4) le vecteur adenovirus peut etre un outil experimental 
pour changer ou a j outer 1* expression d«un gene dans le 
rein par une voie simple et non invasive et sur une 
large gamme d'animaux de laboratoire ; 

5) lorsque l« expression du produit transgenique se fait 
par le cote basolateral des cellules tubulaires vers les 
capillaires, le rein peut representer une source 
ectopique d'un peptide ou d'une proteine tberapeutique 
directement utilisable dans la circulation sanguine ; 

6) enfin, lorsque la secretion du produit transgenique a 
lieu dans le tube renal, et excrete dans 1 'urine cela 
fournit directement une source de liquide biologique 
contenant le peptide ou la proteine d'interet dans un 
milieu par essence tres pauvre en proteines, ce qui 
conduit a une purification relativement aisement de 
ladite proteine. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un vecteur recombinant 
contenant dans sa structure au mo ins un promoteur et une 
sequence d'acides nucleiques codant pour une substance 
d'interet de nature proteique munie d'une sequence 
signal, flanquee en 3* d'une sequence de 
polyadenylation, dans la fabrication d'une composition 
qui, lorsqu^lle est mise en contact avec des cellules 
renales d'animaux, de preference des mammiferes, induit 
1* expression de ladite substance d'interet dans ces 
cellules et sa production dans le sang ou 1* urine 
desdits animaux, de preference les mammiferes. 

2. Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que le vecteur utilise est un vecteur 
viral, notamment un adenovirus, et que le promoteur est 
un promoteur viral ou eucaryote. 

3. Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que la composition est mise en 
contact avec des cellules renales par perfusion par voie 
de l"artere renale. 

4* Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que la composition est mise en 
contact avec des cellules tubulaires distales par 
perfusion par la voie de l'uretere et de la cavite 
pyelo-calicielle. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que la composition est un 
medicament destine a la therapie genique ou 
1 • immunomodulation par modification de la concentration 
intravasculaire de ladite substance d'interet. 

6. Procede de production d'une proteine 
heterologue dans 1* urine de mammiferes, caracterise par 
la mise en oeuvre des etapes suivantes : 
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a) la fabrication d'une composition contenant un vecteur 
recombinant contenant dans sa structure une sequence 
d'acides nucleiques codant pour ladite proteine et sa 
sequence signal, flanquee en 3' d'une sequence d 
polyadenylation et sous la dependance d'un promoteur 
approprie a 1 'expression de ladite sequence dans les 
cellules renales de mammi feres ; 

b) la mise en contact de ladite composition avec les 
cellules tubulaires renales par voie de l'artere renal 
ou par voie de l'uretere et de la cavite pyelo- 
calicielle ; 

c) le recueil des urines notamment par 1 ' intermediaire 
d'une cage metabolique ; 

d) le cas echeant, la purification de ladite molecule. 

7. Precede selon la revendication 6, caracterise 
en ce que le vecteur est un vecteur viral capable de 
s'exprimer dans des cellules quiescentes, ledit vecteur 
pouvant etre notamment un adenovirus, et en ce que le 
promoteur est un promoteur eucaryote ou viral, notamment 
issu du SV4 0, du CMV, du HSV, de 1 • adenovirus , de l'AAV, 
du virus de la vaccine, du poliovirus ou un LTR de 
retrovirus, notamment de RSV, de HIV ou de MoLV. 

8. Procede selon les revendications 6 ou 7, 
caracterise en ce que la mise en contact de la 
composition avec les cellules tubulaires renales est 
realisee par infusion par voie de l'uretere, le volume 
de la composition representant 10% a 100% de la cavite 
pyelo-calicielle. 

9. Medicament contenant un vecteur recombinant 
contenant dans sa sequence une sequence d'acides 
nucleiques codant pour une substance d'interet 
therapeutique munie d'une sequence signal et d'une 
sequence de polyadenylation pour modifier la 
concentration intravascula ire de ladite substance 
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d'interet, caracterise en ce que ledit medicament est 
administre dans les cellules renales de l'hote. 

10. Medicament selon la revendication 9, 
caracterise en ce qu'il est administre dans les cellules 
renales de l'hote par perfusion dans les tubes renaux 
soit par voie de l'artere renale, soit par I'uretere. 

11. Medicament selon la revendication 9 ou la 
revendication 10, caracterise en ce que la substance 
d'interet est notamment une proteine deficitaire pour 
therapie genique, ou une cytokine pour immunomodulation. 

12. Medicament selon les revendications 9 a 11, 
caracterise en ce que le vecteur est un vecteur viral 
capable de s'exprimer dans des cellules presentes, ledit 
vecteur pouvant etre notamment un adenovirus, et en ce 
que le promoteur est un promoteur viral , notamment 
voisin du SV4 0, du CMV, du HSV, de 1 ' adenovirus, de 
l'AAV, du virus de la vaccine, du poliovirus ou un LTR 
de retrovirus, notamment de RSV, de HIV ou de MoLV. 

13. Medicament selon I 1 une des revendications 9 
a 12, caracterise en ce qu'il est administre de 
preference par perfusion dans les cellules renales par 
voie de l'artere renale, le volume de perfusion variant 
entre 1% et 10% du volume plasmatique de I 1 animal ou de 
1 1 homme . 

14. Composition contenant un vecteur recombinant 
contenant dans sa sequence une sequence d'acides 
nucleiques codant pour une substance d'interet 
therapeutique munie d'une sequence signal et d'une 
sequence de polyadenylation pour utilisation dans un 
procede de production d'une proteine heterologue dans 
l 1 urine d'un animal hote. 

15. Proteines ou polypeptides produits dans le 
sang ou l'urine par des cellules renales d'un animal 
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prealablement infectees par un vecteur recombinant ou 
une composition le contenant. 

16. Composition selon la revendication 14, 
caracterisee en ce que le vecteur est un vecteur viral 
capable de s'exprimer dans des cellules quiescentes, 
ledit vecteur pouvant etre notamment un adenovirus, et 
en ce que le promoteur est un promoteur eucaryote ou 
viral, notamment voisin du SV40, du CMV, du HSV, de 
1' adenovirus, de l'AAV, du virus de la vaccine, du 
poliovirus ou un LTR de retrovirus, notamment de RSV, de 
HIV ou de MoLV. 

17. Composition selon les revendications 14 ou 
16, caracterisee en ce qu'elle est administree de 
preference dans les tubes renaux par voie de l'uretere, 
le volume total de perfusion representant 10% a 100% de 
la cavite pyelo-calicielle. 

18. Animal non humain caracterise en ce que ses 
cellules tubulaires renales contiennent un vecteur 
recombinant contenant dans sa sequence une sequence 
d'acides nucleiques codant pour une substance d'interet 
munie d'une sequence signal et d'une sequence de 
polyadenylation . 

19. Mammifere selon la revendication 18, 
caracterise en ce que ladite substance peut etre 
purifiee a partir de 1' urine dudit mammifere. 

20. Urine d 'animal, notamment de mammifere, 
contenant une proteine recombinante, caracterisee en ce 
qu'elle est obtenue par la raise en contact des cellules 
tubulaires renales avec une composition contenant un 
vecteur recombinant contenant dans sa structure une 
sequence d'acides nucleiques codant pour ladite proteine 
et sa sequence signal, flanquee en 3' d'une sequence de 
polyadenylation et sous la dependance d'un promoteur 
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approprie a l 1 expression de ladite sequence dans les 
cellules tubulaires renales de mammif eres . 

21. Urine selon la revendication 20, 
caracterisee en ce que ladite mise en contact est 
realisee par perfusion par voie de l'uretere et en ce 
que l'urine est recueillie notamment par 1 • intermediaire 
d'une cage metabolique. 

22. Cellules tubulaires renales de mamraiferes 
caracterisees en ce qu'elles contiennent un vecteur 
recombinant contenant dans sa structure une sequence 
d'acides nucleiques codant pour ladite proteine et sa 
sequence signal, flanquee en 3' d'une sequence de 
polyadenylation et sous la dependance d'un promoteur 
approprie a 1 'expression de ladite sequence dans 
lesdites cellules susceptibles de produire un peptide ou 
une proteine heterologue. 

23. Utilisation d'une composition contenant un 
vecteur recombinant contenant dans sa structure une 
sequence d'acides nucleiques codant pour un immunogene 
muni d'une sequence signal flanquee en 3' d'une sequence 
de polyadenylation et sous la dependance d'un promoteur 
approprie a 1* express ion de ladite sequence dans les 
cellules renales dans la fabrication d'une composition 
apte a induire la synthese d'anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux chez un mammifere. 

24. Anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
caracterises en ce qu'ils sont diriges contre un 
immunogene secrete dans le systeme circulatoire d'un 
mammifere par les cellules renales dudit mammifere 
prealablement infectees par un vecteur recombinant 
contenant dans sa structure une sequence d'acides 
nucleiques codant pour un immunogene muni d'une sequence 
signal flanquee en 3 1 d'une sequence de polyadenylation 
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et sous la dependance d'un promoteur approprie a 
l'expression dudit immunogene. 

25. Utilisation des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux selon la revendication 24 dans un procede de 
diagnostic. 

26. Utilisation des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux selon la revendication 24 dans la 
fabrication d'une composition therapeutique. 
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